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La pr6sente invention concerne un milieu de culture et 
d'identification sp6cifique de levures et un proc6d6 d'analyse 
microbiologique pour identifier sp6cifiquement les levures Candida albicans 
et Candida tropicalis et/ou diff^rencier les levures C.albicans et 
5 C.tropicalis. 

L'esp6ce C. albicans est ia plus commun6ment isol6e d partir 
d'6chantillons cliniques et provoque des infections plus ou moins 
importantes de la peau, des ongles et des muqueuses chez les individus 
pr6sentant des defenses immunitaires normales et des infections tr6s 

10 s6rieuses chez les individus affaiblis et notamment ceux infect6s par le 
Virus de l'lmmunod6ficience Humaine (VIH). Selon les 6tudes C. tropicalis 
est la deuxidme ou troisiSme esp6ce en frequence d'isolement dans les 
pr6l6vements d'origine humaine. II est done essentiel non seulement de 
pouvoir d6tecter tr§s rapidement la presence de ces levures dans des i 

15 pr6l6vements, mais 6galement de diff6rencier celles appartenant k I'esp^ce 
C. albicans, de celles de Tespdce C. tropicalis. 

Pour cela, il a 6t6 propose ces derniferes ann^es de nombreuses 
techniques pour identifier rapidement les levures C.albicans. Le plus grand 
nombre d'entre elles est bas6 sur la mise en Evidence d'une activit6 

20 hexosaminidase, c'est S dire d'enzymes ayant une activity N-ac6tyl-p-D- 
glucosaminidase ou N-ac§tyl-3-D-galactosaminidase ou N-ac6tyl-p-D- 
mannosaminidase (FR-2 684 110, FR-2 659 982). N6anmoins ces 
proc6d6s souffrent d'une sp6cificit6 r6duite vis d vis des levures de 
I'esp^ce C. tropicalis. Les inventeurs de la pr6sente invention ont 

25 d6couvert qu'en inhibant urie activity enzymatlque de I'espSce C.tropilasis, 
notamment ractivit6 hexosaminidase, 11 6tait possible de pallier aux 
inconv6nlents des tests pr6cit6s et ainsi d'appofter un moyen 
d'identification et/ou de diff6renciation des levures, notamment de C. 
albicans et C. tropicalis, rapide et peu couteux. 

30 L'objet de I'invention est un milieu de culture et d'identification 

sp6cifique de levures comprenant un substrat chromog6ne ou fluorigSne, 
susceptible d'etre hydrolys6 par une enzyme du groupe des 
hexosaminidases, caract6ris6 en ce que le milieu comprend en outre au 
moins un compos6 s6lectivement inhibiteur de I'activit^ hexosaminidase de 

IS r^anrliHa trnnirah'^ 
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GrSce S T invention, le milieu de culture permet notannnnent 
I'identification sp6cifique des levures de TespSce C. albicans et/ou 
C. tropicalis. 

Selon un mode de realisation preferential de Tinvention, le milieu 
5 de culture comprend en tant que compose seiectivement inhibiteur une 
amide de formule (1): 

(I) R-(CO-NR'R")n 
dans laquelle R' et R" sont, Independamment les uns des 

autres: 

- un atome d'hydrogfene, 

- une chaTne hydrocarbonee, saturee ou insaturee, aliphatique ou 
cyclique, comportant eventuellement au moins un heteroatome, 

ou bien chacun des R et/ou R' et/ou R" forment ensemble une 
chaTne hydrocarbon6e cyclique, saturee ou insaturee, comportant 
eventuellement au moins un heteroatome, 

et n est nombre entier superieur ou egal k 1 . 
Selon I'invention, par une chaTne hydrocarbonee ' comportant * 
au moins un heteroatome on entend que la chaTne hydrocarbon6e peut 
etre substituee par au moins un substituant tel que notamment -NH2, - 
COOH, -SH, et un atome d'halogdne, et/ou peut etre interrompue par au 
moins un heteroatome tel que notamment O, S, et N. 

Selon un mode de realisation preterentiel de Tinvention, le milieu 
de culture comprend en tant que compose seiectivement inhibiteur une 
amide de formule (I): 

(I) R-(CO-NR'R")n 

30 dans laquelle R, R' et R" sont, independamment les uns des 

autres: 

- un atome d'hydrogene, 

- une chaTne hydrocarbonee, saturee ou insaturee, aliphatique ou 
cyclique, eventuellement interrompue par au moins un heteroatome. 



15 
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ou bien chacun des R et/ou R' et/ou R" torment ensemble une 
chatne hydrocarbon^e cyclique, saturSe ou insatur^e, comportant 
^ventuellement au moins un h6t6roatome, 

et n est nombre entier sup6rieur ou €ga\ d 1 . 
Selon un autre mode de realisation pr^f^rentiet de I'invention, le 
milieu de culture comprend en tant que compost s^lectivement inhibiteur 
une amide de formule (I): 

(I) R-(CO-NR'R")n 
dans laquelle R, R' et R" sont, ind^pendamment les uns des 

autres: 

- un atome d'hydrogSne, 

- une chatne hydrocarbon^e aliphatique, 
15 et n est 6gal d 1 ou 2. 

Selon un mode de realisation tr6s pr6f6rentiel de I'invention, le 
compose seiectivement inhibiteur est une ac^tamide. 

Selon un autre mode de realisation de Tinvention, le milieu de 
culture comprend un activateur specifique de I'enzyme hexosaminidase de 
20 C. albicans. 

Selon un mode de realisation pr6fer6 de rinvention, I'activateur 
specifique de I'enzyme hexosaminidase est la N-ac6tyl-glucosamine. 

Selon un autre mode de realisation de I'invention, le milieu de 
culture comprend un melange de composes seiectivement inhibiteurs. 
25 Selon un mode de realisation pretere de I'invention, le melange 

de composes seiectivement inhibiteurs est constitu6 d'ac6tamide et de 
formamide. 

Selon un mode de realisation pretere de Tinvention, le milieu est 
liquide ou geiifie. 

30 Selon un mode de realisation de I'invention, le milieu de culture 

est geiifie et comprend pour 1 litre : 

- peptones ou melange de peptones 0,01-40 g 

- extrait de levure 0,01-40 g 

- glucose (source de carbone) 0-10 g 

35 - tampon phosphate (pH entre 5 et 8,5) 2,5-100 mM 

a Qrnmn A ohlrtrn "i inHnl\/l-N-9r^tvl. 
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- agar 



P-D-glucosaminide 

- ac6tamide 

- inhibiteur de bact^ries 



20-600. 10"6m 
0,01 -20g 
0-20g 
11-20 g 



10 



15 



20 



25 



Selon un autre mode de realisation pr6f6r6 de IMnvention, le 
milieu de culture g6lifi§ ou liquide d^crit ci-dessus comprend de plus de la 
N-ac6tyl-glucosamine a 1 ,0 g/l. 

Selon un autre mode de realisation pr^f^r^ de r invention, le 
milieu de culture g^lifie ou liquide d6crit ci-desssus comprend de plus de la 
formamide d 0,5 g/l. 

Un autre objet de Tinvention est un proc6d6 d*analyse 
microbiologique pour identifier s6lectivement les levures C. albicans et/ou 
C. tropicalis et/ou diff6rencier les levures C. albicans et C. tropicalis, 
caract^rise en ce que Ton met directement r6chantillon k analyser au 
contact d'au moins un milieu d' identification d6crit ci-dessus. 

Par "compose s6lectivement inhibiteur de I'activite de 
Thexosaminidase de C. tropicalis^, on entend tout compose capable 
d'inhiber de mani6re selective Tactivite de Thexosaminidase de 
C. tropicalis. Par exemple, les composes de type amide de formule d6crite 
ci-dessus ont la propri6te dMnhiber specifiquement Tactivite 
hexosaminidase des C. tropicalis, sans affecter celle des C. albicans. 

Par -identification", on entend la detection et/ou la 
quantification. 

Par * echantillon on entend notamment tout preievement de 
type biologique, une souche ou un ensemble de souches de levure isoiees 
par exemple apres culture. 

On expose ci-aprSs, de maniere g6nerale la "composition du 
milieu de culture, exprimee en g/l de milieu final. 

Le milieu comprend une base nutritive necessaire au 
developpement des levures et des inhibiteurs specifiques de 
Thexosaminidase des C. tropicalis selon I'invention. 

Les elements constitutifs de la base nutritive comprennent : 
- des peptones de 0,01 h 40 g/l, telles que la peptone de 
viande, le produit commercialise par la soci6te bioMerieux sous la marque 
bioSoyase ou analogue, ou encore un melange de peptones ; de 
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pr6f6rence, la peptone ou le melange de peptones est present dans le 
milieu d environ 6 g/l ±0,5 g/l ; 

- un extrait de levure de 0,01 d 40 g/l, de pr6f6rence environ 
1,5 g/l, apportant des vitannines de croissance des levures ; 

5 . une source de carbone, telle que le glucose, le glycerol, un 

ac6tate, un pyruvate, un lactate, I'arglnine, un aminobutyrate, ou un 
melange de ces composants, dans la proportion de 0 S 10 g/l ; la source 
de carbone est de pr6f6rence le glucose en une quantit6 de 1 g/l ; 

- un tampon ajout6 au milieu afin d'obtenir un pH favorable 
10 pour le d6veloppement de C. albicans, compris entre 5 et 8,5 ; le tampon 

est choisi parmi les tampons phosphates, Tris, H6pes (acide N-2- 
hydroxy6thyl-pip6razine-N'-2-6thasulfonique) et citrate dans la proportion 
de 2,5 a 100 mM ; de pr6f6rence, le tampon est un tampon phosphate 10 
mM pour ajuster le pH du milieu d une valeur voisine de 7 ; 

15 - de I'Agar de 1 1 d 20 g/l, de pr6f6rence de 1 5 g/l. p 

Le substrat chromog6ne ou fluorigSne peut §tre tout substrat 
chromog6ne ou fluorigftne hydrolysable par une hexosaminidase, telle 
qu'une galactosaminidase, glucosaminidase ou mannosaminidase, pour 
Iib6rer un produit color6 ou fluorescent. De pr6f§rence, le substrat est 4 

20 choisi parmi ceux pr6sentant une forte coloration ou fluorescence avec 
peu de molecules, et n'induisant pas de modification du m6tabolisme des 
microorganismes, except^ pour ractivit6 enzymatique recherch6e. Ces 
substrats sont de pr6f6rence choisis, pour les substrats chromogfenes. 
parmi ceux comprenant un groupement chromophore tel qu'un indolyle 

25 substitu6 ou non, et notamment parmi le 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N- 
ac6tyl-P-D-glucosaminide, le 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N-ac6tyl-|3-D- 
galactosaminide. 6-chloro-3-indolyl-N-ac6tYl-P-D-glucosarTTinide ou le 5- 
Bromo-6-chloro-3-indolYl-N-ac6tyl-p-D-glucosaminide de 20 d 600 mM, 
avantageusement le 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N-ac6tyl-p-D-glucosaminide 

30 h 200 mM. et pour les substrats fluorig6nes, parmi la 4-M6thylumbellif6ryl- 
N-ac6tyl-P-D-galactosaminide. la 4-M§thylumbellif6ryl-N-ac6tyl-p-D- 
glucosaminide. 

L'inhibiteur sp6cifique de I'hexosaminidase des levures de 
I'esp6ce C. tropicalis est choisi pr6f6rentiellement dans le groupe des 
35 composes de type amide (1) ou leurs melanges. II est notamment choisi 
oarrr,: loe amiHpc tpiip«: oiiP la formamid . I'ac^tamide, la propionamide, la 



glycinamide, la succinamide, et autres. La quantit6 du compos6 de type 
amide est comprise entre 0,01 et 20 g/i. De pr6f6rence Tinhibiteur choisi 
est Tac^tamide d 1 g/l. 

Afin d'obtenir pour les levures de Tespfece C. albicans une 
activit6 intense et pr6coce, il peut avantageusement §tre ajout6 au milieu 
de culture un activateur d'hexosaminidase tel que d6crit dans le brevet FR- 
2 684 110. De mfime un inhibiteur ou un m6lange d'inhibiteurs des 
bact6ries, permettant d'inhiber la croissance des bact6ries h Gram positif 
et de celles ^ Gram n6gatif, sans affecter celle des levures, et si possible 
des champignons, peut §tre ajout6 au milieu. De pr6f6rence, les inhibiteurs 
de bact6ries sont choisis dans le groupe des antibiotiques tels que 
gentamicine, chloramph6nicol, p6nicilline, streptomycine, cycloheximide, 
n6omycine, tetracycline, oxyt6tracycline ou un melange d'antibiotiques, 
et/ou parmi la tellurite, un molybdate et analogues, ou leurs m6langes. 
Avantageusement, on choisit le chloramphenicol (0,5 g/l), ou un melange 
de gentamicine (0,1 g/l) et de chloramphenicol (0,05 g/l). 11 est 6galement 
possible d'inhiber la croissance des bact6ries en diminuant le pH du milieu 
jusqu'd un pH acide. 

Comme cela est d6montr§ par les exemples ci-apr6s, la reaction 
d'hydrolyse enzymatique reste specifique au del^ de 24 heures 
dMncubation. 

Exemole 1 : 

Des essais ont 6te realises pour tester I'effet de I'acetamide sur 
Tactivite hexosaminidase des levures. 

Deux milieux ont et6 prepares selon les techniques habituelles. 
Le premier milieu ci-apres designe Milieu I contient tous les elements de la 
base nutritive, ainsi qu'un substrat chromog6ne d'une hexosaminidase et 
un melange inhibiteur de bacteries. 

La composition du Milieu I pour un litre de milieu final est la 

suivante : 

- bioSoyase (bioMerieux) 6,0 g 

- extrait de levure (bioMerieux) Ir5 g 

- glucose (Merck) ....1,0 g 

- tampon phosphate (Merck) ......10,0 mM 



- Mn2+ (Merck) 

- 5-Bromo-4-chloro-3-indolYl-N-ac^tYl- 



1,0 mM 



p-D-glucosaminide (Biosynth) 

- gentamicine 

- chloramphenicol 

- agar (bioM§rieux) 



..0,1 g 
..0,1 g 
..0,05 g 
15,0g 



Le pH du milieu a 6t6 ajust6 aux environs de 7. 

Le second milieu appel6 Milieu II correspond au milieu selon 
{'invention et contient tous les 6l6ments ci-dessus dterits pour le Milieu I, 
plus I'inhlbiteur sp6ciflque de {'hexosaminidase des C. tropica/is, c'est S 
dire un compost ac6tamide (Sigma) ^ 1,0 g. 

Sur ces deux milieux, 12 souches de levures ont 6t6 directement 
cultiv6es en boTte de P6tri. Les souches provenant de la collection de la 
demanderesse, appartiennent aux esp6ces suivantes : C. albicans (3 
souches), C.glabrata (2 souches), C.krusei (1 souche), C.parapsilosis (1 
souche), C. tropicalis (3 souches), Saccharomyces cerevisiae (1 souche), 
Trichosporon spp. (1 souche). Les boites ont 6t6 incub^es S 37°C pendant 
48 heures. Les colonies form^es ont 6t§ examinees visuellement, 
respectivement apr6s 24 et 48 heures d'incubation selon les 
interpretations suivantes : 

- les colonies bleues correspondent h des souches produisant la 
N-ac§tyl-P-D-glucosaminidase appartenant a pr/or/ d I'esp6ce C. albicans ; 

- les colonies blanches correspondent aux souches ne produisant 
pas Tenzyme pr6cit§e ou dont cette enzyme est inhib6e par le compost de 
type amide, elles appartiennent done d'autres esp6ces de levures qui 
seront alors ^ identifier ^ I'aide des techniques habituelles. 
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TABLEAU I 







Coloration 






d 24 heures 


d 48 heures 


Esp^ces 


Milieu 


Forte 


Faible 


Nutle 


Forte 


Faible 


Nulle 


C. albicans 


1 


1* 


2 




3 


- 






II 


1 


2 


_ 


3 




- 


C. plabrata 


1 




- 


2 


- 


- 


2 




II 






2 






2 


C. krusei 


1 






1 






1 




II 






1 






1 


C. parapsilosis 


1 






1 






1 
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1 






1 


C. tropicalis 


1 






3 


3 








II 






3 




1 


2 


S. cerevisiae 


1 






1 






1 




II 






1 






1 


Trichosporon 


1 






1 


1 








II 






1 


1 







• : nombre de souches, = 0 

5 

Comme cela ressort du tableau I ci-dessus, I'apport du compos6 
de type amide permet une detection sp^cifique des souches de 
C. albicans. En effet, seules les souches de C. albicans, ainsi qu'une 
souche de Trichosporon apr6s 48 heures d 'incubation uniquement, 
10 produisent des colonies color6es sur le milieu selon I'inventlon. Les 
colonies de C. tropicalis qui sont sur le Milieu I donnent des colonies 
incoiores sur le Milieu II, sauf une tr6s faiblement color6e apr6s 48 heures 
d'incubation. 

15 Example 2 : 

L'exp6rience de I'exemple 1 a 6t6 reproduite mais en utilisant 
des milieux liquides au lieu de milieux g6lifi6s- Les milieux III et IV 
correspondent done aux milieux I et II de I'exemple 1 mais sont d6pourvus 
d'agar. Par ailleurs, la concentration du 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N- 

20 ac6tyl-P-D-glucosaminide est de 150 mg/l de milieu final pour une 
utilisation en milieu liquide. Les milieux ont 6t6 r§partis en ampoules en 
verre, d raison de 3 ml par ampoule. Les souches 6tudi6es sont les m§mes 



I 
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que dans I'exemple 1 . Une suspension 6talonn6e d 2 MacFarland k I'aide 
d'un n^ph^lomdtre a 6t6 effectu^e pour chacune des souches directement 
dans ies ampoules contenant les milieux. Les ampoules ainsi inocul^es ont 
6t§ incub6es 48 heures S 37 °C. Elles ont 6t6 examinees apr§s 
5 respectivement 24 et 48 heures selon les interpr§tations de i'exemple 1 . 

Les r^sultats sont pr^sentSs dans le tableau II ci-apr^s : 

TABLEAU II 







Coloration 






d 24 heures 


d 48 heures 


Esp^ces 


Milieu 


Forte 


Faible 


Nulle 


Forte 


Faible 


Nulle 


C. albicans 


III 


1* 


2 




3 








IV 


1 


2 




3 






C. glabrata 


III 






2 






2 




tv 






2 






2 


C. krusei 


III 












1 




IV 












1 


C. parapsilosis 


III 












1 




IV 












1 


C. tropicalis 


III 




2 




3 








IV 






3 




2 


1 


S. cerevisiae 


ill 












1 




IV 












1 


Trichosporon 


III 










1 






IV 










1 





* : nombre de souches, "-" = 0 



Comme cela ressort du tableau II ci-dessus, I'apport du compos6 
15 amid6 permet une d6tection sp6cifique des souches de C. albicans. En 
effet apr6s 24 heures d'incubation, seules les souches de C, albicans 
donnent des tubes color6s en bleu dans le milieu selon ['invention. Les 
souches de C. tropicalis qui donnent des tubes color6s dans le Milieu ill 
donnent des tubes incolores dans le Milieu IV. Apres 48 heures 
20 d'incubation la coloration des tubes comportant des souches de 
C. tropicalis est 6galement inhib6e ou au moins tr6s fortement r6duite. 
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Exemole 3 : 

Des essais ont 6t6 r6alis6s pour tester Teffet de rac6tamide sur 
ractivit6 hexosaminidase des levures en pr6sence d'un activateur 

5 sp6cifique de cette enzyme. 

L'exp6rience de Texemple 1 a 6t6 reproduite mais en ajoutant au 
milieu de la N-Ac6tyl-glucosamine. Les milieux V et VI correspondent done 
aux milieux I et 11 de Texempie 1 auxquels on a ajout6 de la N-Ac6tyl- 
glucosamine ^1,0 g/l de milieu final. Les souches 6tudi6es sont les memes 

10 que dans Texemple 1. Elles ont 6t6 directement cultiv6es en boTte de P6trl. 
Les boTtes ont 6t6 incub6es a 37 ®C pendant 48 heures. Les colonies 
form§es ont 6t6 examinees visuellement, respectivement apr6s 24 et 48 
heures d'incubation selon les interpretations de I'exemple 1. 

15 Les r6sultats sont pr6sent6s dans le tableau III ci-apr6s : 



TABLEAU III 







Coloration 






d 24- heures 


d 48 heures 


EspSces 


Milieu 


Forte 


Faible 


Nulte 


Forte 


Faible 


Nulle 


C. albicans 


V 


2* 


1 




3 








VI 


2 


1 




3 






C. glabrata 


V 






2 






2 




VI 






2 






2 


C. krusei 


V 






1 






1 




VI 






1 






1 


C. parapsilosis 


V 






1 






1 




VI 






1 






1 


C. tropica /is 


V 






3 


3 








VI 






3 






3 


S. cerevisiae 


V 






1 






1 




VI 






1 






1 


Trichosporon 


V 






1 


1 








VI 






1 


1 







20 * : nombre de souches, = 0 



* 
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Comme cela ressort du tableau Hi ci-dessus, Tapport du 
compost de type amide permet une detection sp6cifique des souches de 
C. albicans. En effet, seules les souches de C. albicans, ainsi qu'une 
souche de Trichosporon apr6s 48 heures d'incubation uniquement, 

5 produisent des colonies color6es sur le miiieu selon i' invention. Les 
souches de C. tropicalis qui sont sur ie V donnent des colonies 
incolores sur le Milieu VI. L'ensemble de ces deux milieux permet done 
6galement une identification sp6cifique des levures de I'espSce 
C. tropicalis puisqu'apr§s 48 heures d'incubation, elles sont les seules h 

10 §tre positives sur ie milieu V et negatives sur le milieu VI. 

Exemole 4 : 

Des essais ont 6t§ r§alis6s pour tester I'effet d'un melange de 
composes amides sur I'activit^ hexosaminidase des levures en presence 

15 d'un activateur sp^cifique de cette enzyme. 

L'exp6rience de I'exemple 3 a 6t6 reproduite mais en ajoutant au 
milieu VI de la formamide § 0,5 g/l de milieu final (milieu Vlll), le milieu VII 
6tant identique au milieu V de I'exemple 3. Les souches 6tudi6es sont les 
memes que dans I'exemple 3. Elles ont 6t6 directement cultiv^es en boite 

20 de P6tri. Les boites ont 6t§ incub§es § 37^C pendant 48 heures. Les 
colonies form6es ont §t§ examinees visuellement, respectivement apr§s 24 
et 48 heures d'incubation selon les interpretations d I'exemple 1. 



12 



TABLEAU IV 







Coloration 






d 24 heures 


h 48 heures 




Milieu 


Fnrtp 




Nulle 


Forte 


Fsibie 


Nulle 


C albicans 


VII 


2* 


1 




3 








VIII 


2 


1 




3 






C alabrata 


VII 






2 






2 




VIII 






2 






2 


C. krusei 


VII 






1 






1 




VIII 






1 






1 


C. parapsilosis 


VII 






1 






1 




VIII 






1 






1 


C. tropicalis 


VII 






3 


3 








VIII 






3 






3 


S. cerevisiae 


VII 






1 






1 




VIII 






1 






1 


Trichosporon 


VII 






1 


1 








VIII 






1 




1 





• : nombre de souches, = 0 



Comme cela ressort du tableau IV ci-dessus, I'apport d'un 
second compos6 de type amide permet une detection encore plus 
sp6cifique des souches de C. albicans. En effet, seules les souches de 
C. albicans produisent des colonies significativement color6es sur le milieu 
selon IMnvention. Les souches de C. tropicalis qui sont sur le Milieu VII 
donnent des colonies incolores sur le Milieu VIII et la souche de 
Trlcl)osporon fortement color6e apr6s 48 heures d'incubation sur le milieu 
VII ne I'est plus que tr^s faiblement sur le milieu VIIL 
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REVENDICATIONS 

1/ Milieu de culture et d'identification sp6cifique de levures 
comprenant un substrat chromogdne ou fluorig6ne, susceptible d'§tre 
hydrolys6 par une enzyme du groupe des hexosaminidases, caract6ris6 en 
5 ce que le milieu comprend en outre au moins un compos6 s6lectivement 
inhibiteur de ractivit6 hexosaminidase de C.tropicalis. 

21 Milieu selon la revendication 1, caract6ris§ en ce que le 
compost s6lectivement inhibiteur est une amide de formule (I): 

10 (I) R-(CO-NR'R")n 

dans laquelle R, R' et R" sont, ind§pendamment les uns des 

autres: 

- un atome d'hydrog^ne, 

15 - une chaTne hydrocarbon6e, satur6e ou insatur6e, aliphatique ou 

cyclique, comportant 6ventuellement au moins un h6t6roatome, 

ou bien chacun des R et/ou R' et/ou R" torment ensemble une 
chaTne hydrocarbon6e cyclique, satur6e ou insatur§e, comportant 
6ventuellement au moins un h6t6roatome, 
20 et n est nombre entier sup6rieur ou 6gal S 1 . 

3/ Milieu selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que le 
compos6 s6lectivement inhibiteur est une amide de formule (I): 

(I) R-|CO-NR'R")n 

25 

dans laquelle R. R* et R" sont, ind6pendamment les uns des 

autres: 

- un atome d'hydrog6ne, 

- une chaTne hydrocarbon6e, satur6e ou insatur§e, aliphatique ou 
30 cyclique, 6ventuellement interrompue par au moins un h6t6roatome, 

ou bien chacun des R et/ou R' et/ou R" torment ensemble une 
ChaTne hydrocarbonee cyclique, satur6e ou insatur6e, comportant 
6ventuellement au moins un h6t6roatome, 

et n est nombre entier sup6rieur ou 6gal d 1 . 
35 4/ Milieu selon les revendications 1 S 3, caract6ris6 en ce que le 

^^^^^^A ^A\r%r*'t\\ie\rr\£ir^t InhiKitm ir OCt i mo amiHp Hp formiilp ll)* 
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(I) R-(CO-NR'R")n 
dans laquelle R, R* et R" sont, ind6pendamment les uns des 

5 autres: 

- un atome d'hydrogSne, 

- une chaTne hydrocarbonSe aliphatique, 
et n est ^gal ^ 1 ou 2. 

5/ Milieu selon les revendications 1 d 4, caract6ris6 en ce que le 
10 compost s6lectivement inhibiteur est une ac6tamide. 

6/ Milieu selon les revendications 1^5 caract6ris§ en ce qu'il 
comprend un activateur sp6cifique de Tenzyme hexosaminidase de C. 
albicans. 

11 Milieu selon la revendication 6 caract6ris§ en ce que 
15 Tactivateur sp6cifique de Tenzyme hexosaminidase est la N-ac6tyl- 
glucosamine. 

8/ Milieu selon les revendications pr6c6dentes caract6ris6 en ce 
qu'il comprend un melange de compos6s s§lectivement inhibiteurs. 

9/ Milieu selon la revendication 8 caract6ris6 en ce que le 
20 melange de composes s§lectivement inhibiteurs est constitu6 d'ac6tamide 
et de formamide. 

10/ Milieu selon la revendications 1 caract6ris6 en ce que le 
milieu est liquide ou g^lifi^. 

11/ Milieu selon les revendications 1 et 10 caract6ris6 en ce que 
25 le milieu est g6lifi6 et comprend pour 1 litre : 

- peptones ou melange de peptones 0,01-40 g 

- extrait de levure 0,01-40 g 

- glucose (source de carbone) 0-10 g 

- tampon phosphate (pH entre 5 et 8, 5), 2, 5-1 00 mM 
30 - 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N-ac6tyl- 

p-D-glucosaminide (Biosynth) 20-600. lO'^M 

- ac6tamide (Sigma) 0,01 -20g 

- inhibiteur de bact6ries 0-20g 
-agar 11-20 g 

35 12/ Milieu selon les revendications 10 et 11 comprenant de plus 

de la N-ac6tyi-glucosamine S 1,0 g/l. 
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13/ Milieu selon les revendications 10 et 12 comprenant de plus 

de la formamide d 0,5 g/l. 

14/ Proc6d6 d'analyse microbiologique pour identifier 
s6lectivement ia levure C. albicans et/ou C. tropicalis et/ou diff§rencier les 
levures C. albicans et C. tropicalis, caract6ris6 en ce que Ton met 
directement I'^chantillon d analyser au contact d'au moins un milieu 
d'identification selon Tune quelconque des revendications 1^13. 



